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Abstract (Basic) : WO 200524036 A2 

NOVELTY - Production of mono/diglyceride emulsifiers comprises 
adding an aqueous (phospho) lipase solution to a 

phospholipid- triglyceride mixture in an amount such that the mixture 
has a water content of 3-15 wt.%, reacting the mixture at 20-80 degrees 
C for at least 2 hours, and drying the mixture. 

USE - The product is useful for preparing emulsions and creams in 
the food sector, especially ice-creams, margarine and bakery products, 
and in the cosmetics sector (all claimed) . 

ADVANTAGE - Products with a flexible phospholipid : mono/diglyceride 
ratio can be produced without adding calcium salts, polyols or organic 
solvents . 

pp; 20 DwgNo 0/0 
Technology Focus : 

TECHNOLOGY FOCUS - BIOTECHNOLOGY - Preferred Process: The 
phospholipid component is crude soya lecithin. The triglyceride 
component is a refined and/or hydrogenated animal or vegetable oil. The 
starting mixture comprises 10-80 wt.% phospholipid and 20-90 wt.% 
triglyceride. The (phospho) lipase is a Candida or Aspergillus 
(phospho) lipase and is used in an amount of 0.05-10 mg/ml . The mixture 
is reacted at 40-50 degrees C for 8-12 hours. The product is dried in 
vacuo at 60-80 degrees C. 

Preferred Product: This comprises 3-75 wt.% lysolecithin, 2-20 wt.% 
monoglycerides and 6-40 wt.% diglycerides . The 
phospholipid: mono/diglyceride ratio is 1:0.25-4. 
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= (54) Title: METHOD FOR THE ENZYMATIC PRODUCTION OF EMULSIFIERS CONTAINING MONO- AND DIACYL- 
^= GLYCERIDES 

^= (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ENZYMATISCHEN HERSTELLUNG VON MONO- UND DIACYLGLYCERID-HAL- 
~ TIGEN EMULGATOREN 

^= (57) Abstract: The invention relates to a method for the enzymatic production of emulsifiers containing mono- and diacylglycerides. 

In a first step a), a mixture of a phospholipid component and a triacylglyceride component is prepared, then in step b) a quantity of an 
^= aqueous solution containing a (phospho)lipase is added to the mixture obtained, to produce a water content of the mixture of between 
ZZZ 3 and 15 wt. %. In a subsequent step c), the mixture obtained in the previous step is reacted at a temperature ranging between 20° 

and 80 °C over a period of at least two hours and said mixture is then dried. Crude soy lecithin and vegetable and/or animal oils, 
= which are reacted together with a mixture of lipase and/or phospholipase as the enzymatic component, are particularly suitable as 
^ = components. Said method, which does not require the usual organic solvents, polyols or ionic additives and which only requires a 
fvj small quantity of water, permits the production of emulsifiers, whose composition of lysophospholipids and mono-/diacylglycerides 
^ can be adjusted in a targeted manner. Said emulsifiers, which can also be obtained in liquid form, are used in the foodstuff and 

cosmetic industries. 

(57) Zusanunenfassung: Bei dem beschriebenen Verfahren zur enzymatischen Herstellung von Mono- und Diacylglycerid-haltigen 
Emulgatoren wird in einem ersten Verfahrensschritt a) eine Mischung aus einer Phospholipid- und einer Triacylglycerid-Komponente 
vorgelegt, anschlieBend im Verfahrensschritt b) zu der so erhaltenen Mischung eine solche Menge einer (Phospho-) Lipase haltigen 

CD wassrigen Losung gegeben, dass der Wassergehalt der Mischung zwischen 3 und 15 Gew.-% betragt. AnschlieBend wird im Verfah- 

|^ rensschritt c) die aus dem vorhergehenden Schritt erhaltene Mischung bei Temperaturen zwischen 20' und 80'C iiber einen Zeitraum 
von mindestens zwei Stunden zur Reaktion gebracht und abschlieBend wird diese Mischung getrocknet. Als besonders geeignete 

G> Komponenten haben sich Soja Rohlecithin und pflanzliche und/oder tierische Ole gezeigt, die gemeinsam mit einer Mischung aus 
Lipase und/oder Phospholipase als Enzym Komponente umgesetzt werden. Mit diesem Verfahren, das ohne die sonst ublichen or- 
ganische Losemittel, Polyole oder ionischen Zusatze sowie mit geringem Wasseranteil auskommt, werden Emulgatoren erhalten, 
deren Zusammehsetzung aus Lysophospholipiden und Mono -/Diacjlglyceri den gezielt eingestellt werden konnen. Ihren Einsatz 

J^- finden diese Emulgatoren, die auch in flussiger Form erhaltlich sind, im Lebensmittel- und Kosmetikbereich. 



NSDOCID: <WO 2005024036A2_I_> 



* r 



WO 2005/024036 A2 llllllllllllllllllllllllllllllllllllllinilllllll 



Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab- 
kurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe der 
PCT -Gazette verwiesen. 




WO 2005/024036 



PCT/EP2004/009800 



-1 - 

Verfahren zur enzymatischen Herstellung von Mono- und Diacylglycerid- 

haltigen Emulgatoren 



Beschreibung 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur enzymatischen 
Herstellung Mono- und Diacylglycerid-haltiger Emulgatoren und deren 
Verwendung. 

Lecithine und Lysolecithine werden in verschiedenen Anwendungen als 
Emulgatoren verwendet. Man findet sie in Lebensmitteln, Kosmetika, 
Nahrungserganzungsmitteln und chemischen Formulierungen. 
Sie werden im Allgemeinen als Nebenprodukte der Olgewinnung z. B. aus 
Sojabohnen oder Raps gewonnen oder direkt aus dem entsprechenden 
Rohstoff, wie z.B. Eigelb extrahiert. Lecithine und Lysolecithine stellen meist 
eine komplexe Mischung aus Phospholipiden (1, 2-Diacylglycerinphosphat), 
Lysophospholipiden (1- oder 2-Monoacylglycerinphosphat als 
Hydrolysederivat von Phospholipiden), Glycolipiden und Triacylglyceriden 
dar. Je nach Verarbeitungsprozess konnen die Gehalte der einzelnen 
Fraktionen im Endprodukt stark schwanken. 

Rohlecithin stellt ein nicht standardisiertes Lecithin dar, wie es z.B. in der 
Olmuhle bei der Raffination von Pflanzenol als Nebenprodukt anfallt. Der 
Ausdruck Ol beinhaltet raffiniertes oder unraffiniertes Pflanzenol, teilweise 
oder vollstandig gehartetes (hydriertes) Pflanzenol oder tierisches Fett, 
deren aller Hauptkomponente Triacylglyceride sind. 

Mono-, Di- und Triacylglyceride weisen ein, zwei oder drei Acylgruppen auf, 
die einer langkettigen gesattigten oder ein- oder mehrfach ungesattigten 
Fettsaure entstammen. Bevorzugt weisen die Acylgruppen 6 bis 35 C- 
Atome, insbesondere 10 bis 30 C-Atome, und noch mehr bevorzugt 12 bis 
26 C-Atome auf. Monoacylglyceride konnen 1- oder 2-Monoacylglyceride 
sein, Diglyceride konnen 1,2- oder 1,3-Diacylglyceride darstellen. 
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Hohere Gehalte an Lysolecithinen konnen mit Hilfe einer enzymatischen 
Hydrolyse der entsprechenden Phospholipide durch Abspaltung eines oder 
zweier Fettsaurereste zu den entsprechenden Lysophospholipiden 
gewonnen werden. 

Unter ^Lysolecithin 41 soli im vorliegenden Zusammenhang, wie auch im 
kommerziellen und lebensmittelrechtlichen Sinn eine Mischung aus 
enzymatisch teilhydrolysierten polaren Lipiden und neutralen Lipiden 
verstanden werden, die einen Anteil Acetonunlosliches von mindestens 56% 
aufweisen. Acetonunlosliches ist dabei einer der wichtigsten 
Analysenparameter, der zur lebensmittelrechtlichen Beurteilung von Lecithin 
herangezogen wird und der den Anteil der polaren Lipide im Lecithin, die in 
Aceton nicht loslich sind, beschreibt. 

Die Hydrolyse von Lipiden und Phospholipiden mit Lipasen und 
Phospholipasen ist gut beschrieben (Adlercreutz, Patrick, 1994: „Enzyme- 
catalyzed lipid modification"; Biotechnology & Genetic Engineering Reviews 
12, 231-254). 

Daruber hinaus beschaftigt sich eine Vielzahl von Patentdokumenten 
ebenfalls mit der enzymatischen Hydrolyse von Phospholipiden zu 
Lysolecithinen. 

EP-A 260573 beschreibt die Herstellung von Lysolecithin, indem ein Lecithin 
mit 5-30 Gew.-% Wasser versetzt und in Gegenwart eines Calciumsalzes 
sowie eines Lecithin hydrolysierenden Enzyms zu Lysolecithin umgesetzt 
wird. 

In WO 91/03565 wird die Hydrolyse von isolierten Phospholipiden in 
organischen Losemitteln mit Hilfe einer immobilisierten Lipase gelehrt, 
wahrend EP-A 870840 die Hydrolyse einer wassrigen Lecithinlosung mit 
Phospholipasen beschreibt, bei der die entstehenden Lysophospholipide 
durch Losemittelextraktion (Aceton) von Begleitstoffen befreit werden. 
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Ein weiteres Verfahren zur Herstellung eines Lysolecithins ist in JP 
10042884 beschrieben, wo das gewunschte Produkt durch Hydrolyse von 
Lecithin mittels Phospholipase A2 in einem Losemittel/Wasser Gemisch 
hergestellt wird. 

5 

WO 97/28270 lehrt ein Verfahren zur Herstellung von 
Lysophosphatidylcholin aus dem Substrat Phosphatidylcholin mit Hilfe einer 
Phospholipase A2. Die Reaktion wird in einer Dispersion des Substrats mit 
. N einem weiteren Agens aus der Gruppe der Monoacylglyceride, 
10 Diacylglyceride, Polyglycerol-, Saccharose- und Sorbitan-Fettsaureester 
sowie Glycerin in Gegenwart von Wasser durchgefuhrt. 

Neben den Lecithinen und Lysolecithinen wirken auch Mono- und 
Diacylglyceride als Stabilisatoren fur Emulsionen. Sie werden meist durch 
15 alkalische Verseifung von Triacylglyceriden bei hohen Temperaturen 

gewonnen. Sie mussen allerdings im Anschluss an diesen Hydrolyseschritt 
kostenintensiv aufgereinigt werden. 

Eine alternative Methode zur Herstellung von Monoacylglyceriden 
beschreibt WO 02/1 1543. Mit Hilfe einer Lipase werden aus dem 
entsprechenden Triacylglycerid uber40 % als Monoacylglyceride in einem 
Polyol/Wasser-Gemisch erhalten. Lecithin wie auch Fette werden hierbei 
ausschlielilich zur Erweiterung des Substratspektrums zugesetzt. 

In der Regel werden die Mono- und Diacylglyceride zur Stabilisierung von 
Emulsionen in Kombination mit Lysolecithinen im Backwaren- und 
Margarinebereich eingesetzt. Dazu werden bisher die Einzelkomponenten 
meist getrennt hergestellt, aufgereinigt und in der gewunschten 
Konzentration gemischt. 

WO 00/52190 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung einer Mischung von 
Lysolipiden, Lysophospholipiden, Monoacylglyceriden und Diacylglyceriden 
durch Reaktion von Lecithin in einem Wasser/Polyol-Gemisch in Gegenwart 
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einer Kombination aus Lipase und Phospholipase. Der Schwerpunkt liegt 
hierbei in der moglichst vollstandigen Umsetzung der Phospholipide bei 
einer Umsetzungsrate von 80 % bezogen auf das Verhaltnis von 
Lysophosphatidylcholin/Phosphatidylcholin. Durch den hohen Wassergehalt 
s der Reaktionslosung von ca. 60 % ist die Gewinnung des Endproduktes 
allerdings mit einem hohen Energie- und Kostenaufwand verbunden. Eine 
definierte Einstellung des Lysolecithin/Mono- und Diacylglycerid- 
Verhaltnisses ist mit diesem Verfahren allerdings nicht moglich, da der 
Lysophospholipid-Anteil immer uberwiegt und der Monoacylglycerid-Anteil 
10 durch die Zugabe des Glycerins immer wesentlich hoher ausfallt als der 
Diacylglycerid-Anteil . 

Allerdings kann das Verhaltnis zwischen Mono- und Diacylglyceriden sowie 
Lysophospholipiden im zu stabilisierenden Produkt in Abhangigkeit von der 
15 jeweiligen Anwendung stark variieren. So werden bspw. zur Stabilisierung 
von Margarine Mono-/ Diacylglyceride und Lysolecithin im Verhaltnis 1,7:1 
zugegeben, wogegen im Bereich der Backwaren der Anteil des Lysolecithins 
uberwiegt und die entsprechende Mischung im Verhaltnis von 0,4:1 vorliegt. 

20 Ausgehend von diesem Kenntnisstand hat sich fur die vorliegende Erfindung 
die Aufgabe gestellt, ein Verfahren zur enzymatischen Herstellung von 
Mono- und Diacylglycerid-haltigen Emulgatoren bereitzustellen, das ohne 
die sonst ubliche Zugabe von Calcium, Polyolen oder organischen 
Losemitteln eine kostengunstige Herstellung von Gemischen aus Mono- und 

25 Diacylglyceriden sowie Lysophospholipiden erlaubt und das dariiber hinaus 
eine flexible Einstellung des Verhaltnisses zwischen Mono- und 
Diacylglyceriden sowie Lysophospholipiden durch Variation der 
Zusammensetzung des Reaktionsgemisches oder der 
Reaktionsbedingungen ermoglicht. 

30 

Gelost wurde diese Aufgabe mit einem entsprechenden Verfahren, bei dem 
a) eine Mischung aus einer Phospholipid- und einer Triacylglycerid- 
Komponente vorgelegt wird, 
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b) zu der Mischung aus Verfahrensschritt a) eine solche Menge einer 
(Phospho-)Lipase-haltigen wassrigen Losung gegeben wird, dass der 
Wassergehalt der Mischung zwischen 3 und 15 Gew.-% und 
insbesondere zwischen 5 und 12 Gew.-% betragt, anschlieSend 

c) die aus Verfahrensschritt b) erhaltene Mischung bei Temperaturen 
zwischen 20° und 80°C uber einen Zeitraum von mindestens 2 Stunden 
zur Reaktion gebracht wird, und abschlieliend 

d) die Mischung nach dem Reaktionsende getrocknet wird. 



Oberraschend hat sich bei der erfindungsgemafien gleichzeitigen 
Umsetzung von Phospholipiden (Lecithin) und Triacylglyceriden (Ol) zu 
Lysophospolipiden und Mono- sowie Diacylglyceriden herausgestellt, dass 
durch die Wahl der Parameter Temperatur, Inkubationszeit, Verhaltnis 
zwischen Lecithin und Ol, Lecithin und Wasser bzw. Ol und Wasser 
oder/und der Menge an zugesetztem Enzym die Zusammensetzung des 
Reaktionsproduktes exakt eingestellt werden kann. So ist es z.B. uber das 
Verhaltnis von Lecithin zu Ol , das sich uber den Anteil an 
Acetonunloslichem definieren lasst, moglich, bei einer Hydrolyse mit Lipase 
und einem bestimmten Wasseranteil, den Anteil von Monoacylglyceriden 
und von 1 ,2-Diacylglyceriden am Gesamt-Mono-/DiacylgIycerid-Anteil bei 
vergleichsweise konstantem Anteil von 1 ,3-Diacylglyceriden gezielt 
einzustellen. Altemativ kann aber auch uber die Inkubationszeit bspw. bei 
einer Temperatur von 60°C mit 0,05 Gew.-% Lipase in einem Gemisch 
Rohlecithin/ Ol, mit einem Anteil an Acetonunloslichem von 50%, mit einem 
Wasseranteil von 10%, der Anteil von Monoacylglyceriden und von 1,3- 
Diacylglyceriden am Gesamt-Mono-/Diacylglycerid-Anteil variiert werden, 
wobei der Anteil an 1 ,2-Diacylglyceriden am Gesamt-Mono-/Diacylglycerid- 
Gehalt vergleichsweise konstant bleibt Diese Vorteile waren unter 
Berucksichtigung der Einfachheit der Verfahrensfuhrung in diesem Ausmaft 
nicht zu erwarten. 



Als Phospholipidkomponente hat sich erfindungsgemali ein Lecithin und 
vorzugsweise Rohlecithin als besonders geeignet gezeigt, wobei ein Soja- 
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Rohlecithin als besonders bevorzugt anzusehen ist. 

Pflanzliche und/oder tierische Ole, vorzugsweise in raffinierter und/oder 
mindestens teilweise geharteter Form sind im Rahmen der vorliegenden 
5 Erflndung besonders geeignete Vertreter der Triacylglycerid-Komponente, 
wie sie im Verfahrensschritt a) vorgelegt wird. 

Hinsichtlich der Verfahrensfuhrung kann in einer speziellen Variante im 
Verfahrensschritt a) eine Mischung vorgelegt werden, die einen 
10 Phospholipidkomponenten-Anteil zwischen 10 und 80 Gew.-% und/oder 
einen Triacylglyceridkomponenten-Anteil zwischen 20 und 90 Gew.-% 
aufweist. Das Gew.-Verhaltnis zwischen Phospolipidkomponenten-Anteil 
und Triacylglyceridkomponenten-Anteil betragt vorteilhafterweise 1 : 0,25 bis 
1 :4. 

15 

Generell ist der Verfahrensschritt a) keiner besonderen Einschrankung 
unterworfen, allerdings kann es unter gewissen Bedingungen vorteilhaft 
sein, dass die Mischung im Verfahrensschritt a) auf eine Temperatur 
zwischen 35° und 60°C gebracht wird, was die vorliegende Erfindung 
20 ebenfalls beriicksichtigt. 

Hinsichtlich des Verfahrensschrittes b) ist es ais bevorzugt anzusehen, wenn 
eine Lipase und/oder Phospholipase mikrobiellen Ursprungs, vorzugsweise 
aus Candida und/oder Aspergillus eingesetzt wird. Besonders geeignete 
25 Stamme sind dabei Aspergillus niger und Candida cylindracea, wobei 

naturlich auch jede andere geeignete Enzymquelle gewahlt werden kann. 

Wie bereits dargelegt, liegt ein grolier Vorteil des vorliegenden Verfahrens 
darin, dass das Verhaltnis von Mono- und Diacylglyceriden im emulgierend 
30 wirkenden Produkt gezielt einstellbar ist. Die Erfindung sieht deshalb auch 
vor, dass im Verfahrensschritt b) eine (Phospho-)Lipase-Menge von 0,05 bis 
10,0 mg pro ml-Reaktionsmischung und insbesondere 0,1 bis 5 mg pro ml- 
Reaktionsmischung verwendet wird. Die jeweils gewiinschte Enzymmenge 
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kann dabei selbstverstandlich auch in Abhangigkeit von der Enzymaktivitat 
eingesetzt werden, weshalb eine entsprechende Menge zwischen 0,1 und 
120 u pro ml Reaktionsgemisch empfehlenswert ist. Allgemein kann das 
Verhaltnis von Lipase zu Phospholipase in der eingesetzten Enzym- 
Komponente in einem breiten Bereich variiert werden, wodurch gezielt 
Einfluss auf die Zusammensetzung des erhaltenen Produktes (des 
Emulgators) genommen werden kann. 

Als bevorzugt ist im Hinblick auf den Verfahrensschritt c) eine Temperatur 
anzusehen, die zwischen 40 und 50°C liegt. Die Reaktionsdauer im 
Verfahrensschritt c) sollte vorteilhafterweise zwischen 5 und 20 Stunden 
liegen und besonders bevorzugt zwischen 8 und 12 Stunden. 

Der abschlieBende Trocknungsschritt d) ist im vorliegenden Verfahren 
wieder uberhaupt nicht limitierend und kann mit jedem ublichen Verfahren 
durchgefuhrt werden. Es sollte allerdings auf schonende Bedingungen 
geachtet werden, weshalb Temperaturen besonders geeignet sind, die 
zwischen 60° und 80°C liegen. Die Durchfuhrung der Trocknung im Vakuum 
ist besonders empfehlenswert. 

Typischerweise wird das erfindungsgemalie Verfahren durchgefuhrt, indem 
Lecithin mit Ol in einem spezifischen Verhaltnis vereint, auf eine Temperatur 
zwischen 35°-60°C temperiert und durch Ruhren gemischt wird. Eine 
mdgliche Quelle fur das Lecithin ist dabei Rohlecithin aus Soja, wobei start 
Rohlecithin auch ein standardisiertes, entoltes oder fraktioniertes Lecithin 
verwendet werden kann. Als Ol kommen pflanzliche Ole, wie z.B. Sojaol, 
oder ein hydriertes pflanzliches Ol, wie z.B. Palmfett, oder aber auch 
tierische Ole und Fette in Frage. Die Enzym-Komponente wird als Lipase in 
einer wassrigen Losung zu dem Lecithin/Ol-Gemisch gegeben, wobei der 
Gesamtanteil an Wasser bevorzugt im Bereich 6 bis 12 Gew.-% liegt. 
Mdgliche Quellen fur Lipase-Enzyme sind dabei insbesondere Candida 
cylindracea (vgl. Biocatalysts, Pontypridd, Wales) oder Aspergillus niger (vgl. 
Amano, Nagoya, Japan). Das Reaktionsgemisch wird anschiieliend bei einer 
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bestimmten Temperatur und fur eine bestimmte Zeit geriihrt, wobei die 
Temperatur z.B. im Bereich von 50°C liegen kann. Als Inkubationszeit ist 
bevorzugt eine Spanne zwischen 2 und 15 Stunden vorgesehen. Nach 
Ablaut dieser Reaktion wird das Gemisch unter Vakuum bei einer 
Temperatur von ca. 70°C getrocknet, und das Produkt ggf. noch kristallisiert. 

Als bevorzugtes Produkt wird von der voriiegenden Erfindung eine Mischung 
beansprucht, die aus Lysolecithin, Mono- und Diacylglyceriden besteht, 
wobei die bevorzugten Anteile bzgl. Lysolecithin zwischen 3,0 und 55 Gew.- 
% und bzgl. der Monoacylglyceride zwischen 2,0 bis 20 Gew.-% liegen 
sollten. Im Hinblick auf den Diacylglycerid-Anteil werden Mengen empfohlen, 
die zwischen 6,0 und 40 Gew.-% liegen. 

Alternativ sieht die Erfindung als Produkt aus dem beanspruchten Verfahren 
ein Gemisch vor, bei dem das Verhaltnis Phospholipid-Komponente zu der 
kombinierten Mono- und Diacylglycerid-Komponente 
1 : 0,25 bis 4,0 betragt. 

Die Reaktionsprodukte konnen nach der Trocknung direkt als Emulgatoren 
in Standardverfahren zur Herstellung von Margarine oder Backmischungen 
verwendet werden. Dabei ist keine Zugabe weiterer Komponenten wie z.B. 
zusatzlicher Mono- oder Diacylglyceride notwendig. 

Neben dem Verfahren selbst und den damit hergestellten Gemischen 
beansprucht die vorliegende Erfindung auch die Verwendung der mit dem 
Verfahren herstellbaren Gemische zur Herstellung von Emulslonen und 
Cremes im Lebensmittelbereich, insbesondere in Form von Eiscremes, 
Margarinen und Backwaren, und im Kosmetikbereich. 

Im Rahmen dieser Erfindung wurde schliefilich gefunden, dass die Produkte 
und damit der Emulgator im Gegensatz zu bisher erhaltlichen Emulgatoren, 
die durch Mischung der reinen Lysolecithin- und Mono-/Diacylglycerid- 
Bestandteile hergestellt werden, auch in fliissiger Form vorliegen konnen 
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und die deshalb ohne weitere Bearbeitung leicht verwendbar sind, ohne 
dabei Qualitatseinbulien zu erleiden. 



Mit dem beanspruchten Verfahren gelingt durch die gleichzeitige 
5 enzymatische Umsetzung von Phospholipiden (Lecithin) und 

Triacylglyceriden (Ol) zu Lysophospholtpiden und Mono-/Diacylglyceriden 
auf einfache Weise die Herstellung von Emulgatoren. Die Umsetzung von 
Lecithin in Lysolecithin erfolgt dabei uber eine enzymatische Hydrolyse, 
ohne dass hierfur organische Losemittel, Polyole und/oder Calcium 
10 zugesetzt werden mussen, oder dass ein Wasseranteil > 15 Gew.-% 
verwendet werden muss. Dariiber hinaus ist im Rahmen des 
erfindungsgemalJen Verfahrens eine exakte Einstellung der Anteile 
einzelner Lipidkomponenten im Produkt zielgenau mdglich, indem 
ausgewahlte Eingangsparameter variiert werden. Schlieftlich ist ein weiterer 
is Vorteil der Erfindung darin zu sehen, dass die so erhaltenen Emulgatoren 
auch direkt in flussiger Form gewonnen werden konnen. 



Bei dem beschriebenen Verfahren zur enzymatischen Herstellung von 
Mono- und Diacylglycerid-haltigen Emulgatoren wird in einem ersten 

20 Verfahrensschritt a) eine Mischung aus einer Phospholipid- und einer 

Triacylglycerid-Komponente vorgelegt, anschlieftend im Verfahrensschritt b) 
zu der so erhaltenen Mischung eine solche Menge einer (Phospho-) Lipase- 
haltigen wassrigen Losung gegeben, dass der Wassergehalt der Mischung 
zwischen 3 und 15 Gew.-% betragt. AnschlielXend wird im Verfahrensschritt 

25 c) die aus dem vorhergehenden Schritt erhaltene Mischung bei 

Temperaturen zwischen 20° und 80°C uber einen Zeitraum von mindestens 
zwei Stunden zur Reaktion gebracht und abschliefiend wird diese Mischung 
getrocknet. Als besonders geeignete Komponenten haben sich Soja- 
Rohlecithin und pflanzliche und/oder tierische Ole gezeigt, die gemeinsam 

30 mit einer Mischung aus Lipase und/oder Phospholipase als Enzym- 

Komponente umgesetzt werden. Mit diesem Verfahren, das ohne die sonst 
ublichen organische Losemittel, Polyole oder ionischen Zusatze sowie mit 
geringem Wasseranteil auskommt, werden Emulgatoren erhalten, deren 
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Zusammensetzung aus Lysophospholipiden und Mono-/Diacylglyceriden 
gezielt eingestellt werden konnen. Ihren Einsatz finden diese Emulgatoren, 
die auch in flussiger Form erhaltlich sind, im Lebensmittel- und 
Kosmetikbereich. 

5 

Die nachfolgenden Beispiele veranschaulichen die genannten Vorteile des 
beanspruchten Verfahrens zur enzymatischen Herstellung von Emulgatoren. 

10 Beispiele 

Das in den nachfolgenden Beispielen verwendete Rohlecithin stammte von 
Honeymead, USA; beim Sojaol handelte es sich urn freierwerbbare, 
handelsubliche Waren, 

15 Die Zusammensetzung der jeweils erhaltenen Produkts wurde mithilfe der 
HPLC, HPTLC und mit gravimetrischen Methoden analysiert. 
Fur die HPLC wurde als stationare Phase eine Kieselgel Si60 Saule 
verwendet. Die mobile Phase setzte sich aus n-Hexan / 2-Propanol / Wasser 
(0,25 / 4 / 1 [v/v/v]) zusammen, die mit einer Flussrate von 1 ,2 mL / min uber 

20 die Saule gegeben wurde. Anhand der unterschiedlichen Retentionszeiten 
konnte der Gehalt an Phosphatidylcholin und Lysophosphatidylcholin 
quantifiziert werden. Die Proben wurden zuvor in n-Hexan / 2-Propanol (2/1 
[v/v]) gelost. 

Die HPTLC wurde mit Kieselgel Si60, aufgebracht auf eine Glasplatte 
25 (Format 20x10 cm), als stationare Phase durchgefuhrt. Als mobile Phase 
diente Diethylether / Petroleumbenzin / Eisessig im Verhaltnis 40/59/1 
[v/v/v]. Nach dem Analysenlauf und Trocknen der Platte wurden die 
erhaltenen Banden mit einer Kupfer-(ll)-sulfat Losung (10 Gew.-% 
Kupfersulfat gelost in 8%-iger Phosphorsaure) derivatisiert und der Gehalt 
30 an Monoacylglyceriden sowie an 1,2- und 1 t 3-Diacylglyceriden quantifiziert. 
Die Proben wurden zuvor in Chloroform gelost. 

Die gravimetrische Methode wurde zur Bestimmung des Acetonunloslichen 
eingesetzt. Hierbei wurde die Probe mit Aceton versetzt, der erhaltene 
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Beispiel 1 

5 

45 g Rohlecithin wurden mit 55 g Sojaol gemischt und bei einer Temperatur 
von 47,5°C geriihrt 0,13 g Lipase aus Candida cylindracea (von 
Biocatalysts, UK) wurden in 9 g Wasser gelost und anschlieflend unter 
Ruhren zu dem Lecithin/Ol-Gemisch gegeben. Diese Mischung wurde bei 

10 47,5°C geriihrt und nach einer Reaktionszeit von 8,5 h unter einem Vakuum 
von 0,1 bar und bei einer Temperatur von 80°C getrocknet. 
Erqebnis: Das erhaltene Produkt enthielt 28 Gew.-% Acetonunlosliches, was 
einem Lecithinanteil von 43% entspricht, und ferner 2 Gew.-% 
Lysophosphatidylcholin, 4,5 Gew.-% Monoacylglyceride und 1 1 Gew.-% 

15 Diacylglyceride. Das Verhaltnis Lecithin zu Mono-/Diacylglyceride betrug 
1 : 0,34. 

Beispiel 2 

20 

135g Rohlecithin wurden mit 165g Sojaol und 27g Wasser gemischt und bei 
einer Temperatur von 47,5°C geriihrt. 0,1 5g Lipase aus Candida cylindracea 
wurden unter Ruhren zu dem Lecithin/Ol-Gemisch gegeben. Diese 
Mischung wurde bei 47,5°C geriihrt und nach einer Reaktionszeit von 8,5h 
25 unter einem Vakuum von 0,1 bar und bei einer Temperatur von 80°C 
getrocknet. 

Erqebnis: Das erhaltene Produkt enthielt 27 Gew.-% Acetonunlosliches, was 
einem Lecithinanteil von 42% entspricht, und femer 2,5 Gew.-% 
Lysophosphatidylcholin, 5 Gew.-% Monoacylglyceride und 10 Gew.-% 
30 Diacylglyceride. Das Verhaltnis Lecithin zu Mono-/Diacylglyceride betrug 
1 : 0,36. 
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Beispiel 3 

10g Rohlecithin wurden mit 90g Sojaol gemischt und bei einer Temperatur 
5 von 35°C geruhrt. 0,1g Lipase aus Candida cylindracea wurde in 12g 

Wasser gelost und anschlieBend unter Riihren zu dem Lecithin/Ol-Gemisch 
gegeben. Diese Mischung wurde bei 35°C geruhrt und nach einer 
Reaktionszeit von 15h unter einem Vakuum von 0,1 bar und bei einer 
Temperatur von 60°C getrocknet. 
10 Eraebnis: Das erhaltene Produkt enthielt 6 Gew.-% Acetonunlosliches, was 
einem Lecithinanteil von 9,5% entspricht, und femer 0,2 Gew.-% 
Lysophosphatidylcholin, 4 Gew.-% Monoacylglyceride und 10 Gew.-% 
Diacylglyceride. Das Verhaltnis Lecithin zu Mono-/Diacylglyceride betrug 
1 : 1,5. 

15 

Beispiel 4 

30g Rohlecithin wurden mit 270g Sojaol gemischt und bei einer Temperatur 
20 von 60°C geruhrt. 0,3g Lipase aus Candida cylindracea wurden in 18g 

Wasser gelost und anschlieBend unter Riihren zu dem Lecithin/Ol-Gemisch 
gegeben. Diese Mischung wurde bei 60°C geruhrt und nach einer 
Reaktionszeit von 15h unter einem Vakuum von 0,1 bar und bei einer 
Temperatur von 80°C getrocknet. 
25 Eraebnis: Das erhaltene Produkt enthielt 6 Gew.-% Acetonunlosliches, was 
einem Lecithinanteil von 9,5% entspricht, und femer 0,2 Gew.-% 
Lysophosphatidylcholin, 2 Gew.-% Monoacylglyceride und 12 Gew.-% 
Diacylglyceride. Das Verhaltnis Lecithin zu Mono-/Diacylglyceride betrug 
1 : 1,5. 
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Beispiel 5 

70g Rohlecithin wurde mit 30g Sojaol gemischt und bei einer Temperatur 
von 35°C geruhrt. 0,1g Lipase aus Candida cylindracea wurden in 12g 
5 Wasser gelost und anschlieliend unter Ruhren zu dem Lecithin/Ol-Gemisch 
gegeben. Diese Mischung wurde bei 35°C geruhrt und nach einer 
Reaktionszeit von 2h unter einem Vakuum von 0,1 bar und bei einer 
Temperatur von 60°C getrocknet. 

Eroebnis: Das erhaltene Pfodukt wies einen Anteil Acetonunlosliches von 
io ca. 45 Gew.-% auf und es enthielt 3 Gew.-% Lysophosphatidylcholin, 6,5 
Gew.-% Monoacylglyceride und 9 Gew.-% Diacylglyceride. 

Beispiel 6 

15 

75g Rohlecithin wurden mit 25g Sojaol gemischt und bei einer Temperatur 
von 47,5°C geruhrt. 0,05g Lipase aus Candida cylindracea wurden in 9g 
Wasser gelost und anschlieliend unter Ruhren zu dem Lecithin/Ol-Gemisch 
gegeben. Diese Mischung wurde bei 47,5°C uber einen Zeitraum von 8,5h 
20 geruhrt und anschlieliend unter einem Vakuum von 0,1 bar und bei einer 
Temperatur von 80°C getrocknet. 

Ergebnis: Das erhaltene Produkt wies einen Anteil Acetonunlosliches von 
ca. 50 Gew.-% auf und es enthielt 4 Gew.-% Lysophosphatidylcholin, 5 
Gew.-% Monoacylglyceride und 6 Gew.-% Diacylglyceride. 

25 

Beispiel 7 

225g Rohlecithin wurden mit 275g Sojaol gemischt und bei einer Temperatur 
30 von 47,5°C geruhrt. 0,25g Lipase aus Candida cylindracea wurden in 70g 
Wasser gelost und anschlieliend unter Ruhren zu dem Lecithin/Ol-Gemisch 
gegeben. Diese Mischung wurde bei 47,5°C geruhrt und nach einer 
Reaktionszeit von 8,5h unter einem Vakuum von 0,1 bar und bei einer 
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Temperatur von 60°C getrocknet. 

Eraebnis: Das erhaltene Produkt wies einen Anteil Acetonunlosliches von 
ca. 30 Gew.-% auf und es enthielt 2 Gew.-% Lysophosphatidylcholin, 6 
Gew.-% Monoacylglyceride und 8,5 Gew.-% Diacylglyceride. 



Beispiel 8 

70g Rohlecithin wurden mit 30g Sojaol gemischt und bei einer Temperatur 
von 60°C geriihrt. 0,1g Lipase aus Aspergillus niger wurden in 12g Wasser 
gelost und anschlieliend unter Ruhren zu dem Lecithin/Ol-Gemisch 
gegeben. Diese Mischung wurde bei 60°C geriihrt und nach einer 
Reaktionszeit von 15h unter einem Vakuum von 0,1 bar und bei einer 
Temperatur von 60°C getrocknet. 

Eraebnis: Das erhaltene Produkt wies einen Anteil Acetonunlosliches von 
ca. 45 Gew.-% auf und es enthielt 3 Gew.-% Lysophosphatidylcholin, 5 
Gew.-% Monoacylglyceride und 10 Gew.-% Diacylglyceride. 



Beispiel 9 

70g Rohlecithin wurden mit 30g gehartetem Palmfett gemischt und bei einer 
Temperatur von 45°C geriihrt. 0,05g Lipase aus Candida cylindracea wurden 
in 10g Wasser gelost und anschlieBend unter Ruhren zu dem Lecithin/Ol- 
Gemisch gegeben. Diese Mischung wurde bei 45°C geriihrt und nach einer 
Reaktionszeit von 8h unter einem Vakuum von 0,1 bar und bei einer 
Temperatur von 60°C getrocknet. AnschlieBend wurde das Produkt 
abgekiihlt und auskristallisiert. 

Ergebnis: Der Emulgator enthielt einen Anteil Acetonunlosliches von ca. 45 
Gew.-% und ferner 3 Gew.-% Lysophosphatidylcholin, 5 Gew.-% 
Monoacylglyceride und 10 Gew.-% Diacylglyceride. 
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Der nach Beispiel 9 hergestellte Emulgator wurde in einem 
Standardverfahren fur die Herstellung von Margarine nach folgender 
5 Rezeptur eingesetzt: 

47,5 Gew.-% Sojaol 
31,5Gew.-% Palmol 
19,8Gew.-% Wasser 
0,1 Gew.-% Kochsalz 
10 0,07Gew.-% Molkenprotein 
0,03 Gew.-% Citronensaure 
1,0Gew.-% Emulgator 

Eroebnis: Es wurde eine Margarine erhalten, die in Bezug auf Textur, 
Schmelzverhalten und Streichfahigkeit Standardmargarinen gleichzusetzen 
15 ist. 
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Anspruche 

1. Verfahren zur enzymatischen Herstellung von Mono- und Diacylglycerid- 
haltigen Emulgatoren, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) eine Mischung aus einer Phospholipid- und einer Triacylglycerid- 
Komponente vorgelegt wird, 

b) zu der Mischung aus Verfahrensschritt a) eine solche Menge einer 
(Phospho-)Lipase-haltigen wassrigen Losung gegeben wird, dass der 
Wassergehalt der Mischung zwischen 3 und 15 Gew.-% betragt, 
anschlieBend 

c) die aus Verfahrensschritt b) erhaltene Mischung bei Temperaturen 
zwischen 20° und 80°C uber einen Zeitraurn von mindestens 2 Stunden 
zur Reaktion gebracht wird, und abschliedend 

d) die Mischung nach dem Reaktionsende getrocknet wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Phospholipid-Komponente ein Lecithin, vorzugsweise Rohlecithin und 
besonders bevorzugt ein Soja-Rohlecithin, verwendet wird. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Triacylglycerid-Komponente ein pflanzliches und/oder tierisches 
Ol, vorzugsweise in raffinierter und/oder mind, teilweise geharteter Form, 
eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass im Verfahrensschritt a) eine Mischung mit einem Phospholipid- 
Komponenten-Anteil zwischen 10 und 80 Gew.-% vorgelegt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass im Verfahrensschritt a) eine Mischung mit einem Triacylglycerid- 
Komponenten-Anteil zwischen 20 und 90 Gew.-% vorgelegt wird. 
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6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Mischung im Verfahrensschritt a) auf eine Temperatur zwischen 
35° und 60°C gebracht wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass im Verfahrensschritt b) eine Lipase- und/oder Phospholipase 
mikrobieilen Ursprungs, vorzugsweise aus Candida und/oder Aspergillus 
eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass eine (Phospho-)Lipasemenge von 0,05 bis 10 mg/ml verwendet 
wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass im Verfahrensschritt c) eine Temperatur zwischen 40° und 50°C 
eingestellt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Reaktionsdauer im Verfahrensschritt c) zwischen 5 und 20 
Stunden und besonders bevorzugt zwischen 8 und 12 Stunden betragt. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Trocknungsschritt d) bei Temperaturen zwischen 60° und 80°C 
und besonders bevorzugt im Vakuum durchgefuhrt wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass ein Mischung aus Lysolecithin, Mono- und Diacylglyceriden in 
bevorzugten Anteilen zwischen 3,0 und 75 Gew.-% Lysolecithin, 2,0 bis 
20 Gew.-% Monoacylglyceriden und 6,0 bis 40 Gew.-% Diacylglyceriden 
erhalten wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
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dass ein Gemisch mit einem Verhaltnis Phospholipid-Komponente : 
Mono- und Diacylglycerid-Komponente von 1 : 0,25 bis 4,0 erhalten wird. 

14. Verwendung des nach einem der Anspruche 1 bis 13 erhaltlichen 
Gemischs zur Herstellung von Emulsionen und Cremes im 
Lebensmittelbereich, insbesondere in Form von Eiscremes, Margarinen 
und Backwaren, und im Kosmetikbereich. 



10 
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